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(57) Abstract 

The invention concerns nucleic acids which contain at least one nucleic acid sequence coding for a recombinant polypeptide, the 
recombinant polypeptide containing at least partially the primary sequence of the invariant chain and at least one primary sequence of a 
specific T-cell epitope and being processed in antigen-presenting cells in order to bond the specific T-cell epitope to major histocompatibility 
compIex>II molecules in the required manner. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegendc Erfindung betrifft Nukletnsduren* die mindestens eine fUr cin rekombinantes PoJypeptid kodierende Nuk- 
leinsauresequenz cnthalten, wobei das rekombinante Polypeptid mindestens teilweise die Primdrsequenz der invarianten Kette und mindestens 
eine Prim^rsequenz von einem spezifischen T-Zellepitop enthait, und in Antigen>pr§senticrenden Zellen fllr eine Bindung des spezifischen 
T-Zellepitops an MHC II-MoIekQle in gewfinschter Weise prozessieit wtid. 
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REKOMBINAKTES POLYPEPTID BASIEREND AUF DER PRIMARSEQUENZ DER 
INVARIANTEN KETTB MIT MINDBSTENS EXNER PRIMARSEQUENZ VON EINEM 
SPEZIFISCHEN T-ZELLEPXTOP ODER EINES PROTEINDERIVATS UND DIE- 
SES REKOMBINANTE POLYPEPTID KODIERENDE NUKLEINSAUREN 

Die vorliegende Erfindung betrifft Nukleinsauren, die minde- 
stens eine fur ein rekombinantes Polypeptid kodierende 
Nukleinsauresequenz enthalten, wobei das rekombinante Polypep- 
tid mindestens teilweise die Primarsequenz der invarianten 
Kette und mindestens eine Primarsequenz von einem spezifischen 
T-Zellepitop Oder einem Protein enthalt und in Antigen-prasen- 
tierenden Zellen fur eine Bindung des spezifischen T- 
Zellepitops an MHC Klasse II-Molekule in gewunschter Weise 
prozessiert wird. 

Gegen eine Vielzahl von Pathogenen stehen keine geeigneten 
Impfscoffe zur Verfugung. Bei den herkommlichen Methoden. der 
Vakzinierung werden abgetotete oder abgeschwachte Erreger als 
Impfstoff verwendet. Um unerwunschte Nebenwirkungen oder sogar 
einen Krankheicsausbruch zu verhindern, wurde in einzelnen 
Fallen versucht, Impfstoffe auf wenige, definierte Ancigene zu 
beschranken, die mittels molekularbiologischer Methoden in na- 
hezu reiner Form herstellbar sind und dennoch einen effizien- 
ten Impfschutz zu gewahrleisten (z.B. Hepatitis B-Impfung mit 
einem rekombinanten HBsAg ["Hepatitis B surface Antigen"]). 

Die bisher im Stand der Technik bekannten Impfstoffe neigen 
unter anderem aufgrund der Breite ihrer Immunogeni tat dazu, 
Nebenwirkungen hervorzuruf en . Beispielsweise besteht ein ein- 
zelnes virales oder bakterielles Antigen in der Regel aus meh- 
reren hunderc Aminosauren, wohingegen T-Zellen nur einen klei- 
nen Ausschnitt (< 20 Aminosauren) erkennen. 
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Um die Spezificac der T-2ellen auszunutzen, wurden u.a. Impf- 
stoffe auf Peptidbasis entwickelt. Peptide weisen jedoch meh- 
rere Nachteile, wie eine kurze Halbwertszeit , eine nicht vor- 
hersagbare und unspezif ische Verteilung im Organismus, eine 
geringe Aufnahme in die Zelle, einen unJclaren Prozessierungs - 
weg, auf. Diese Faktoren fuhren zwangslaufig dazu, daS vom 
physiologischen Gesichtspunkc sehr hohe Konzentrationen an 
Peptiden eingesetzt werden mussen, um eine gewunschte Im- 
munantwort zu erzielen. Dies schrSnkt selbstverstandlich den 
Einsatz von Pepciden als spezifische Immuntherapeutika stark 
ein. 

Antigene werden als Proteinf ragmente an der Oberflache von so- 
genannten "Antigen-prasentierenden Zellen" prasentiert und von 
T-Lymphozyten als Ef f ektorzellen erkannt . Die MHC Klasse I- 
und Klasse Il-Molekule fungi eren dabei als Peptidrezeptoren in 
den Antigen-prasentierenden Zellen. Zur Gewahrlei stung einer 
funktionellen Dichotomie werden die MHC-Molekule in exakt re- 
gulierter Weise in bestimmten MHC-Beladungskompartimenten mit 
den prozessierten Antigenpeptiden beladen. 

MHC-Molekule sind Vertreter einer polymorphen Genfamilie, die 
chromosomal in einer besonderen Region, dem Haupt-Histokompa- 
tibilitatskomplex ("major his tokompatibili ty complex", "MHC"). 
kodiert ist. Die MHC-Molekule beim Menschen werden als HLA 
("human leukocyte antigen" ) -Molekule bezeichnet. MHC Klasse I- 
Molekule werden direkt am Ort der Biosynthese mit de novo 
translatierten Virus- oder Tumorantigenen, aber auch korperei- 
genen zytosolischen Proteinf ragmenten beladen. Im Gegensatz 
dazu werden MHC Klasse II -Molekule (nachstehend kurz als "MHC 
II -Molekule" bezeichnet) in zellularen Kompartimenten beladen, 
die in Verbindung mit dem extrazellularen Milieu stehen. Beim 
Menschen umfassen die MHC II -Molekule die HLA-DR, HLA-DQ und 
HLA-DP Molekule, die jeweils in verschiedenen genecisch ko- 
diercen Allelen aufcrecen. So konnen beispielsweise bakteri- 
elle Ancigene aus dem extrazellularen Milieu aufgenommen wer- 
den und nach intrazellularer Prozessierung in den Antigen-ora- 
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sencierenden Zellen an deren Zelloberf lache prSsentiert war- 
den. 

Zur Gewahrleiscung einer effektiven Immunuberwachung, ist die 
Physiologie der MHC-Molekule so ausgelegt. daS sie ein mog- 
lichst breites Spektrum ancigener Peptide prasentieren konnen. 
Folglich ist die Kopienzahl eines definierten antigenen Pep- 
tids an der Zelloberf lache Antigen-prasentierender Zellen sehr 
gering ( GroSenordnung 10^ eines definiercen antigenen Pepcids 
bei einer Gesarotpopulation von etwa 10^ Peptidrezeptoren) . 
Dies bedeutet, daS an der Zelloberf ISche der Antigen-prasen- 
tierenden Zellen ein sehr heterogenes Gemisch aus einer Viel- 
zahl verschiedener, an MHC-Molekule gebundeher, antigener Pep- 
tide ( "Peptidliganden" ) exponiert ist. 

Experimentelle Ansatze zur Herstellung definierter MHC/Peptid- 
Komplexe basieren bisher auf der Expression von rekombinanten 
MHC Molekulen z. B. im Baculovirus- oder E. col i- Express ions - 
system. Diese MHC II-Molekule haben eine leere Bindungsgrube 
und konnen in vitro mit geeigneten Peptiden beladen werden . 
Die Beladxmgsef fizienz ist sehr unterschiedlich und lediglich 
fur in vitro- Untersuchxingen anwendbar. 

Ein anderer Ansatz geht von rekombinanten MHC II -Molekulen 
aus, die, als Fusionsprotein (der S Kette) konstruiert, teirmi- 
nal einen gewunschten Liganden uber einen flexiblen Linker be- 
sitzen. Dieser Ligandenabschnitt fullt spontan die Bindungs- 
grube, sodaS in Abhangigkeit vom verwendeten Zelltyp ein mehr 
Oder weniger groSer Anteil von MHC II -Molekulen diesen defi- 
nierten Peptidliganden tragt. Dieser Ansatz ist limitiert au£ 
die DNA-Transfektion von Wirtszellen, wahrend eine direkte Ap- 
plikation auf Proteinebene nicht moglich ist. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 
die Antigenitat von Proteinen zu verstarken und/oder die 
(intrinsische) Heterogenitat der MHC Il/antigenes Peptid-Kom- 
plexe von Antigen-prasentierenden Zellen zu verringern. wobei 
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die vorstehend aufgefuhrten Nachteile der im Stand der 
Technik beschrieben Vakzinierungsverf ahren beseitigc werden 
sollen. Insbesondere soli ein neues System fur eine gerichtete 
und hochspezifische Stimulation des Itnmunsystems durch exakt 
definierbare antigene Peptide bereitgestellt werden, um bei- 
spielsweise die Vakzinierxing von S4ugem zu verbessern. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Patentanspruchen gekenn- 
zeichneten Ausf uhrungsf ortnen der vorliegenden Erfindung 
gelost. Insbesondere wird in einer ersten erf indungsgemaSen 
AusfQhrungsform eine Nukleinsaure bereitgestellt, die minde- 
stens eine fur ein rekombinantes Polypeptid kodierende Nuk- 
leinsSuresequenz enthalt, wobei das rekornbinante Polypeptid 
mindestens teilweise die PrimSrsequenz der invarianten Kette 
und mindestens eine Primarsequenz von einem spezifischen T- 
Zellepitop, das in den die CLIP-Sequenz umfassenden Bereich 
der invarianten Kette eingefQgt ist, enthalt, und wobei das 
rekornbinante Polypeptid in Antigen-prSsentierenden Zellen der- 
art prozessiert wird, dafi das spezifische T-Zellepitop erzeugt 
wird und an MHC II-Molekule bindet . 

In einer weiteren erf indungsgemaSen AusfQhrungsform wird eine 
Nukleinsaure bereitgestellt. die mindestens eine fur ein re- 
kombinantes Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz enthalt, 
wobei das rekornbinante Polypeptid mindestens teilweise die 
Primarsequenz der invarianten Kette und mindestens eine Pri- 
marsequenz von einem spezifischen T-Zellepitop enthalt, wobei 
mindestens eine Aminosaure des die CLIP-Sequenz umfassenden 
Bereichs der invarianten Kette deletiert ist und durch das T- 
Zellepitop ersetzt ist, und wobei das rekornbinante Polypeptid 
in Antigen-prasentierenden Zellen derart prozessiert wird, dag 
das spezifische T-Zellepitop erzeugt wird und an MHC II-Mole- 
kule bindet. 

Die Begriffe "Nukleinsaure" und Nukleinsauresequenz" bedeuten 
naturliche oder halbsynthet ische oder svnthetische oder 
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modif izierce Nukleinsauremolekule aus Desoxyribonukleotiden 
urid/oder Ribonukleotiden und/oder modif izierten Nukleotiden. 

Der Begriff " rekombinantes Polypeptid" bzw. "Hybridprotein" 
bezeichnet ein mit molekularbiologischen Techniken hergestell- 
tes Konscrukt, dem die naturliche DNA des original Genoms bzw. 
die naturliche DNA modifiziert mit einer fremden DNA-Sequenz 
zugrunde liegt und rekombiniert werden kann, z.B. mit Plasmi- 
den, und in einem geeigneten Wirtssystem repliziert und expri- 
miert werden kann. 

Der Begriff "T-Zellepitop" bedeutet eine antigene/immunogene 
Sequenz eines Proteins, das eine Aktivierung von T-Lymphozyten 
bewirkt, und umfaSt erf indungsgemaS die Primarsequenz des T- 
Zellepitops oder die Primarsequenz eines (antigenen) Polypep- 
tids bzw. Proteins bzw. Antigens, das mindestens eine Primar- 
sequenz eines T-Zellepitops enthalt. T-Lymphozyten erkennen 
diesen Stimulus mit Hilfe eines T-Zellrezeptors normalerweise 
in der Form eines Peptids, das oui MHC-Molekule gebunden ist . 
T-Zellepitope konnen in bestimmten FSllen auch nur eine parti - 
elle Aktivierung bewirken, wobei eine Entkopplung verschiede- 
ner mit der T-Zellaktivierung assoziierter Vorgange stattfin- 
den kann. Dies kann die Entkopplung der prolif erativen oder 
zytotoxischen gegenuber der Ausschflttung von einzelnen Media - 
torstoffen (Lymphokinen) oder deren qualitative oder quantita- 
tive Zusammensetzung betreffen. Diese Art von Liganden weisen 
im Vergleich zu konventionellen T-Zellepitopen geringe Veran- 
derungen in ihrer Primarsequenz auf (z.B. Substitution von 
einzelnen Aminosauren) und werden in der Literatur als' 
"veranderte Peptidliganden" ("altered peptide ligands", 
"APLs") bezeichnet. Unter experimentellen Bedingungen wird den 
APLs ein immuntherapeut isches Potential zugeschrieben . 

Eine Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung beziehc sich 
insbesondere auf die f4odulation einer Subpopulat ion von T-Lym- 
phozyten, die durch die Expression des Merkmals CD4 charakte- 
risierc isc und die Antigene unter Verminclung von sogenanncen 
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MHC II-Molekulen erkennc . In der Terminologie werden diese T- 
Zellen als "MHC Klasse I I -rescringiert " bezeichnec . CD4-Lyni- 
phozyten umfassen die wichtigste regulacorische T-Zellpopula- 
tion, die in eine Vielzahl sogenannter T- zellabhangiger Immun- 
reakcionen einbezogen sind. Dazu gehoren neben physiologischen 
Aufgaben wie die Abwehr und Elimination von Pathogenen und 
encarcerter korpereigener Zellen durch zellvermittelte Immun- 
reaktionen und Wechselwirkungen zur Bildung hochaf finer Anci- 
korper durch Immunglobuline produzierender B-Lyrophozycen die 
Mitbeteiligung bei pathologischen Immxinreaktionen wie der Ge- 
webeabstofiung und organspezif ischen Autoinununerkrankungen wie 
der rheumatoiden Arthritis (RA) , dem juvenilen Insulin-pf lich- 
tigen Diabetes mellitus (IDDM) , der multiplen Sklerose (MS) 
und einer Vielzahl anderer Erkrankxingen des Menschen, bei 
denen eine Immunpathogenese nachgewiesen ist. 

Das funktionelle Merkmal "Prozessierung des rekombinanten 
Polypeptids in Ant igen-prasentierenden Zellen" bedeutec die 
intrazellulare Degradation von antigenen Proteinen in Einhei- 
ten, die letztendlich assoziiert mit MHC-Molekulen an der 
Zelloberfiache prasentiert werden konnen. Die Prozessierung 
von MHC Klasse II restringierten Antigenen findec in discink- 
ten zellularen Kompartimenten. die als endosomal- lysosomal e 
Kotnpartimente Oder "class II compartment" oder "class II 
loading compartment" bezeichnet werden, statt. Dort sind als 
minimale funktionelle Elemente MHC II-Molekule. invar iante 
Kette bzw. deren Abbauprodukte , HLA-DM und antigene Peptide 
konzentriert . Im allgemeinen werden Proteinasen wie Kathepsin 
D und E, die ihr Aktivitatsopt imum bei saurem pH haben, eine 
Funktion bei der Antigenprozessierung eingeraurat. 

In den erf indungsgemaSen Ausf uhrungsf ormen enthalt das rekom- 
bmante Polypeptid mindescens teilweise die Primarsequenz der 
invarianten Kette. Der Begriff invariants Kette (li) bezeich- 
net ein konserviertes Polypeptid, das beispielsweise mit alien 
bisher untersuchten MHC-Klasse II-Allelen und -Isotyper. aus 
Mensch und Maus assoziierc isc . Die invariants Kette kommr ir. 
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vier Isoformen vor, p33, p35, p41 und p43, deren Sequenz au- 
Serhalb des MHC-Locus kodiert wird. Ihre regulacorische Funk- 
tion bei der Antigenprozessierung ubt sie durch ihre Assozia- 
tion im endoplasmatischen Retikulum mit MHC II-Molekulen un- 
mittelbar nach ihrer Biosyntihese aus. Als Chaperonin 
(Begleitmolekul) unterstutzt sie die AssoziaCion der MHC a- 
und S-Uncereinheiten, und im Komi ex mit MHC II-Molekulen ver- 
hindert sie die vorzeitige Beladung der Bindungsgnibe der MHC 
II-Molekule mit Proteinf ragmenten . Signalsequenzen der invari- 
anten Kette fuhren diesen Komplex in das "class II loading 
compartment". Nach stufenweiser Degradation der invarianten 
Kette konnen die MHC II-Molekule beladen werden, wobei als 
Intermediat Peptide, aus der invarianten Kette assoziiert mit 
MHC II-Molekulen ("CLIPs"/ "class II associated invariant 
chain peptides"), auftreten. 

Die invariante Kette ist eines der ersten Proteine, die im en- 
doplasmastischen Retikulum mit MHC II-Molekulen assoziieren 
und, was in diesem Zusammenhang besonders wichtig ist, so 
lange mit den MHC II-Molekulen assoziiert bleibt, bis ein so- 
genanntes "class II loading compartment" erreicht wird. Man 
nimmt an, dafi in diesem distinkten zellularen Subkompartiment , 
in dem sich eine Reihe von Regulationsf aktoren wie z. B. die 
invariante Kette bzw. deren Abbauprodukte , HLA-DM, MHC II-Mo- 
lekiile und Antigene konzentrieren, die invariante Kette durch 
proteolytische Aktivitat gespalten wird, wobei ein Komplex aus 
MHC ir-Molekulen mit Peptidderivaten der invarianten Kette 
(sog. "CLIPS") auftritt. Die Bindung der CLIPs an die MHC II- 
Molekule wurde bereits eingehend untersucht, wobei in eigenen 
Untersuchungen festgestellt wurde, daS die CLIP-Sequenz soge- 
nannte "Supermotive" enthalt, die es den CLIPs ermoglichen, 
unabhangig vom Allel- Oder Isotyp in der MHC Il-Peptidbin- 
dungsgrube ahnlich wie konventionelle Liganden zu binden. 

In den erf indungsgemalBen Ausf uhrungsf ormen enthalt das von der 
vorstehend definierten Nukleinsauresequenz kodierte rekom- 
binance Polypeptid mindestens teilweise Primarsequenzen der 
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naturlichen invarianten Kette. wobei in den die CLIP-Sequ-nz 
umfassenden Bereich der- naturlichen invarianten Kette ein vor- 
stehend definiertes T-Zellepitop eingefugt ist . Ferner kann 
der dxe CLIP-Sequenz umfassende Bereich der invarianten Kecce 
wenigscens ceilweise deletiert sein und durch ein gewunschces 
T-2ellepitop ersetzt werden. 

Der Ausdruck "CLIP-Sequenz umfassender Bereich" bedeutet einen 
Abschnitt in der naturlichen invarianten Kette, der die CLIP- 
Region von den AS-Positionen 97 bis 126 (bezogen auf die Iso- 
form p35 mit Beginn beim ersten Startcodon) mit der Sequenz 



LPKPPKPVSKMRMA 



TPLLMQALPMGALPQG 



und gegebenenfalls die CLIP-Region flankierende N- und/oder c- 
termxnale Bereiche, die bei Insertion von einem gewunschten T- 
Zellepitop Oder bei Deletion und Substitution durch ein ge- 
vmnschtes T-Zellepitop die Antigenprozessierung nicht nachtei- 
lig beeinflussen, umf aSt . Vorzugsweise werden geeignete T- 
Zellepitope in die CLIP-Region von AS-Positionen 97-126, mehr 
bevorzugt 107-115, der naturlichen invarianten Kette inser- 
tiert bzw. mindestens eine Aminosaure dieses Bereichs dele- 
txert und durch das T-Zellepitop ersetzt- Selbstverscandlich 
mussen auf Nukleinsaureebene die durch herkommliche gen- 
technologische Methoden hergestellten Konstrukte, welche die 
erfindungsgemafie Nukleinsaure enthalten. fur die gewunschte 
Expression der rekombinanten Polypeptide das richtige Le- 
serascer auf weisen , 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung isc ein 
Vektor, der die vorstehend definierte. erf indungsgemaSe Nuk- 
leinsaure zur Expression des rekombinanten Polypeptids in pro- 
karyotischen oder eukaryocischen Wirtszellen enthalt. Der er- 
findungsgemaBe Vektor kann vorzugsweise geeignete regulaco- 
rische Elemente, wie Promocoren, Enhancer, Terminationssequen- 
zen, enthalcen. Der erf indungsgemaSe Vekccr kann beispiels- 
weise ein Expressionsvekcor oder ein Vekccr zur vorzugsweise 
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stabilen Integration der erf indungsgemaSen Nukleinsaure in das 
genetische Material einer Wirtszelle sein. Ein geeignetes Ex- 
pressionssystem ist beispielsweise das Bakulovirus- System, das 
E, col i- Express ionssys tern, bzw. Express ions vektoren fur 
Saugerzellen wie z. B. auf Vaccinia-, Adeno- , SV40- oder auf 
Retroviren basierende Vektoren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf induing ist eine 
Wirtszelle, welche die erf indungsgemaSe Nukleinsaure oder den 
erf indungsgemaEen Vektor enthalt. Geeignete Wirtszellen sind 
beispielsweise Prokaryonten , wie E. coll, oder eukaryotische 
Wirtszellen wie COS-, Hela-, CHO-Zellen, insbesondere Tmtigen- 
prasentierende Zellen von Saugern. Fur eine ausreichende Ex- 
pressionsrate ist die erf indungsgemSSe Nukleinsaure entweder 
im genetischen Material der Wirtszelle stabil integriert oder 
der erf indungsgemaSe Vektor enthalt geeignete regulatorische 
Bereiche zur Replikation, Transkription und/oder Translation 
in vivo und/oder in vitro, d.h. auch im zellfreien System. 

Ein weiterer erf indungsgemaSe r Gegenstand ist das rekombinante 
Polypeptid selbst, das von der vorstehend definierten Nuklein- 
sauresequenz kodiert wird, wobei die Nukleinsauresequenz ent- 
sprechend dem genetischen Code degeneriert sein kann . Das er- 
f indungsgemaSe rekombinante Polypeptid kann durch post -trans - 
lationale Reaktionen in vivo oder durch im Stand der Technik 
bekannte chemische und/oder enzymatische Methoden in vitro mo- 
difiziert sein. 

Die erf indungsgemaSe Nukleinsauresequenz bzw. Hybrid-DNA, der 
erf indungsgemaSe Vektor sowie das erf indungsgemaSe rekom- 
binante Polypeptid konnen durch im Stand der Technik bekannte 
Verfahren hergestellt werden. Beispielsweise kann die Hybrid- 
DNA in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert werden (z. 
B. PQE31, Fa. Diagen, Hilden, Deutschland) und kompetente M15- 
Zellen als Wirtszellen konnen mittels CaGl2 -Methode transfor- 
miert werden. Transf ormierce Zellen werden mittels ihrer Ampi- 
ci 1 1 inresiscenz selekcionierc und als Einzelkolonien fur die 
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Kulcivxerung Flussigmedium verwendec. Nach Induktion mit 

IPTG wxrd das rekombinante Protein erzeugt und nach 3 Stunden 
aus dem Zellysat mittels Metallaf f initatschromatographie auf- 
gereinigt. 

Femer ist eine pharmazeutische Zusammensetzung, welche die 
erfindungsgemaSe Nukleinsaure oder das rekombinante Polypeptid 
und gegebenenfalls mindestens einen pharmazeutisch vertrag- 
lichen Trager ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin- 
dung. 

Die erfindungsgemase Nukleinsaure kann als universell 
einsetzbares Vehikel zur Verstarkung und Homogenisierung der 
Antigenprasentation fur insbesondere CD4 positive T-Zellen von 
Saugern, vorzugsweise von Menschen, dienen. T-Zellepitope jeg- 
licher Herkunft konnen in das Beladungskompartitnent fur die 
MHC II-Molekule durch das erf indungsgemaSe rekombinante Poly- 
peptid eingeschleust werden, wobei die T-Zellepitope aus dem 
rekombinanten Polypeptid uber Prozessierungssignale pro- 
teolytisch prozessiert und Qber intrinsische Bindungsei- 
genschaften auf MHC II-Molekulen prasentiert werden. 

Die Homogenisierung der T-Zellepitope an der Oberflache von 
Antigen-prasentierenden ( "immunkompetenten" ) Zellen kann zur 
Untersuchung des autoreaktiven Potentials auf T-Zellebene 
verwendet werden. Bei einer derartigen diagnostischen Verwen- 
dung werden die T-Zellepitope als Sonden fur eine mogliche 
Pradisposition fur Autoimmunkrankheiten herangezogen . Bekannte 
T-Zellepitope konnen als Sonde fur eine Pradisposition von z. 
B- Rheumatischer Arthritis, Multipler Sklerose, Insulin- 
abhangiger Diabetis mellitus. Myasthenia gravis verwendet wer- 
den. Somit ist ein weiterer Gegenscand der vorliegenden Erfin- 
dung ein diagnostischer Kit zum Nachweis von Autoimmunkrank- 
heiten, der mindestens die erf indungsgemafie Nukleinsaure oder 
das erfindungsgemaSe rekombinante Polypeptid enthalt. 
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Ferner kann encweder das durch die erf indungsgemafie Nuklein- 
saure in Antigen -prasentierenden Zellen exprimierte rekom- 
binante Polypeptid oder das erf indungsgemaSe rekombinante Po- 
lypeptid selbst durch Aufnahme in die Antigen-prasentierende 
Zelle und anschliefiender spezifischer Prozessierung und Pre- 
sentation des (der) gewunschten T-Zellepitops (-epitope) fur 
eine hochspezif ische und selektive Vakzinierung verwendet wer- 
den. Eine derartige Vakzinierung, initiiert durch die erf in- 
dungsgemaSe Nukleinsaure bzw, das erf indungsgemaSe rekom- 
binante Polypeptid, zeigt uberraschenderweise folgende Vor- 
telle : 

- Durch die intrazellulare Prozessierung des rekombinauiten 
Polypeptids wird selektiv \ind hochspezif isch nur ein 
bestimmtes T-Zellepitop oder antigenes Fragment erzeugt . 

- Die Prozessierungsef f izienz eines im erf indungsgemaSen 
rekorabinanten Polypeptid enthaltenen T-Zellepitops ist urn 
mehrere GroSenordnungen hoher; d.h. eine Applikation mit ei- 
nem maSgeschneiderten Antigen bzw. antigenen Peptid zeigt in 
vivo eine deutlich hohere Vakzinierungseff izienz bei deut- 
lich verringerten molaren Vakzindosen. 

- Die Vakzinierung mit einem Hybrid bestehend aus Teilen der 
invarianten Kette und einem bekannten, T-Zellepitope enthal- 
tenden Antigen ist moglich, ohne daS T-Zellepitope exakt de- 
finiert sein mussen. Dieser Ansatz sollte bei der Bekampfung 
intrazellularer Pathogene (Viren, Parasiten, Mycobakterien) 
und einer Verstarkung der T-Zellantwort gegen Tumorantigene 
nutzlich sein. 

- Die Moglichkeit der Applikation von definierten T-Zellepito- 
pen erlaubt ein fokussiertes und spezifisches Eingreifen bei 
allergischen Reaktionen, mit dem Ziel allergenspezif ische T- 
Zellen zu desensibilisieren . In analoger Weise sollte dieser 
Ansatz auch bei Autoimmunerkrankungen wie auch bei der Kon- 
trolle von TransplantatsabstoSungen moglich sein. 

Ferner kann das erf indungsgemaSe rekombinante Polypeptid zur 
Modulation der Immunantwort durch Selbst-, Fremd- und Desig- 
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ner- Peptide verwendet warden, wobei eine derartige Modulation 
auf grand der vorstehend aufgefuhrten Vorteile des erfindungs- 
gemaSen rekombinanten Polypeptids ef f izienter durchgefuhrt 
werden kann. Ferner kann durch Integration von sogenannten 
"altered peptide ligands (APL) " als T-Zellepitope im erfin- 
dungsgemafien rekombinanten Polypeptid der Aktivierungszustand 
von T-Zellen beeinfluSt werden. 

P^g^g — 1 zeigt die Ti t rat ions kurven verschiedener Darrei- 
chungsformen des Tetanustoxins (TT) bzw. der antigenen Pep- 
tide/Polypeptide von Clostridium tetani, wobei die Einbaurate 
von ^H-Thymidin als MaS der T-Zellprolif eration in Abhangig- 
keit der Antigenkonzentration dargestellt ist . Die basale Pro- 
liferation ohne Zugabe eines Antigens liegt bei 1.500 cpm. 
Das antigene TT-Peptid TT (1061-1075) enthalt das T-Zellepitop . 
Das li-TT-Hybrid enthalt die Kernsequenz TT { 1064 - 1072 ) an- 
stelle der CLIP-Kernsequenz Iiio7-Iiii5 der invarianten Kette. 
TTC ist ein rekombinantes Polypeptid des C- Fragments des TT, 
das naturlicherweise das antigene TT-Peptid TT (1061-1075) ent- 
halt. Das CLIP-TT-Hybrid ist ein Hybrid eines CLIP-Peptids , 
bei dem die CLIP- Kernsequenz gegen das Kemepitop TT(1064- 
1072) ausgetauscht wurde . Beim li-P-TT- Hybrid ist der Anteil 
der CLIP-Sequenz am N-Terminus verkurzt . 

f 2 ist eine Coomassie Blau-Farbung eines SDS-Poly- 

acrylamidgels mit Darstellung eines rekombinanten li-TT-Hy- 
bridproteins nach Aufreinigung uber eine Metallo-Af f initats - 
chromatographie , 

Spur 2 zeigt das rekombinante li-TT-Hybridprotein als Einzel- 
bande bei einem Molekulargewicht von etwa 22 Kilodalton (K) . 
Molekulargewichts -Marker mit 20 K und 30 K sind in Spur 1 ge- 
zeigt . 

Durch das nachfolgende Beispiel wird die vorliegende Erfindung 
naher erlautert. 
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Beispxel 

Ein gut charakterisiertes T-Zellepicop aus dem Tetanustoxin 
wird in die Sequenz der invarianten Ketce integriert. Dieses 
Hybrid- Antigen verstSrkt die MHC Klasse II restringierte T- 
Helf erzell-Antwort im Vergleich zu dem naturiichen Antigen 
bzw. dem rekombinanten C- Fragment urn mehrere Potenzen . 

Das System, worin die hochef f iziente Prozessierung des Hybrid- 
proteins demonstriert wird, benutzt als Antigen das Toxin aus 
Ciostjridiun] tetani, aus dem ein T-Zellepitop in die invariante 
Kette als Prozessieningseinheit integriert wird. Die Primarse- 
quenz dieses Tetanustoxins ist bekannt (Eisel et al . , EMBO J., 
1986) , ebenso eine Vielzahl daraus generier.ter antigener De- 
terminanten fur humane T-2ellen. 

Das T-Zellepitop TT { 1061-1075) dieses Tetanustoxins wurde 
kurzlich als dominantes T-Zellepitop fur T-Zellen von DR17-po- 
sitiven Spendern nachgewiesen (Malcherek et al . , in Druck) . 
Das Restriktionselement fur die Erkennung von TT{1061-1075) 
ist das MHC Klasse II-Molekul HLA-DR17. Die spezifischen Kon- 
taktstellen zum HIiA-DR17 Molekul einerseits (sogenannce Anker) 
und zum T-Zellrezeptor andererseits (T-Zellrezeptor-Kontakt- 
stellen) konnen mit Hilfe Alanin-substituierter Peptidanaloga 
dissoziiert werden und auf ein Kernepitop von neun Aminosauren 
(IREDNNITL) festgelegt werden (Malcherek et al . , in 
Druck) . Die zusatzlichen Aminosauren auSerhalb dieser Kernse- 
quenz des TT-Peptids stabilisieren in der Regel die Bindung 
zum MHC Molekul, ohne dafi diese Aminosaureseitenketten in spe- 
zifischer Weise mit dem MHC Molekul interagieren (Malcherek et 
al., J. Immunol. 1994, 153: 1141). 

Die Ti trationskurven verschiedener Darreichungsf ormen des Te- 
tanustoxins bzw. der ancigenen Pepcide/Polypepcide zeigen den 
ancigenen Charakcer des li -TT-Hybridproceins , das daruber- 
hinaus eine dramatisch verstarkce Immunogeni car im Vergleich 
zum nativen Antigen und dem rekombinancen C-Fragmenc des TT 
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aufweist (vgl. Fig. l) . Dieser VerscSrkungsef f ekt wird umso 
betnerkenswercer in Anbecracht der Tatsache, daiS das dominance 
T-Zellepitop TT (1061-1075) des Tetanustoxins bereics in seiner 
physiologischen Umgebung im nativen Toxin sehr effizient pro- 
zessiert und von spezifischen T-Zellen erkannc wird (Malcherek 
et al., in Druck) , Verdeutlichc wird dieser Sachverhalt durch 
die geringen Ancigenkonzentrationen im picomolaren Bereich. 
die nocwendig sind, um T-Zellen in vicro zur halbmaximalen 
Proliferationsleistung zu stimulieren (vgl. Fig. 1). Die Spe- 
zifitat der Stimulation des T-Zellklons kann raittels eines an- 
deren rekombinanten li-Konstrukts demonstriert werden, das die 
T-2ellen niche zur Proliferation anregt. 

Zudem kann mitcels zweier weiterer Hybridpeptide dargestellt 
werden, daS in der Tat die Kemsequenz fur eine optimale Sti- 
mulation ausreichend ist (vgl. Fig. i) . Diese Hybridpeptide 
werden so konzipiert, daS die Kernsequenz aus dem Tetanustoxin 
von Aminosauren aus den CLIP-Peptiden flankiert wird. Damit 
soil die Situation imitiert werden, die bei der Prozessierung 
des hybriden Antigens erwartet wird. Das kurzere Peptid KPVSK- 
TT(1064-1072) -QA ( " li - P-TT-Hybrid" ) stimuliert ahnlich gut wie 
das originale T-Zellepitop TT(1061-1075) . Das langere Pepcid 
hingegen, das quasi ein CLIP-Hybrid ( "CLIP-TT-Hybrid" ) dar- 
stellt, hat aber eindeutig ein starkeres antigenes Potential 
als TT(1061-1075) . 

Diese Daten sind ein sicheres Indiz dafur, daS Sequenzen der 
CLIP-Region auSerhalb der Kernsequenz von Ii(l07-ii5) die An- 
tigenitat der Kernsequenz des T-Zellepitops verstarken konnen. 
Eine weitere Verstarkungswirkung der Tmtigenitat des Hybrid- 
proteins im Vergleich zum nativen Protein bzw. zum rekombinan- 
ten C-Fragment liefern die auf der invariancen Kette liegenden 
Sequenzen fur eine optimale Prozessierung der T-Zellepitope . 



Diese Daten zeigen 
CLI P-Sequenzen in 



ferner, daS ancigene 
11 -Hybridkonscrukten 



Sequenzen 
ef f eke 1 V 



anscelle von 
prozessierc 
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werden, und die MHC Klasse II restringierte T-Zellantwort auf 
einer molaren Basis dramatisch verstSrJcen. 

1. Konstruktion der Plasmid-DNA-Kassette pQE31/Ii-TT 

Die cDNA der p35 li (pcDVi, Strubin et al . , 1986) wird mit 
5 • - und 3 • -spezif ischen Oligonukleotid-Primern so amplif i- 
ziert. daS nur die kodierende Sequenz mittels neu eingefug- 
ter EcoRI-Restriktionsschnittstellen in pBluescript KS"^" 
(Fa. Stratagene, Heidelberg, Deutschland) subkloniert wer- 
den kaim. Mittels Oligonukleotid-gerichteter, ortsspezifi- 
sche Mutageneses basierend auf Polymerase Kettenreakcion 
(PGR), wird eine NspV-Restriktionschnittstelle generiert, 
und die weiter 3 • -gelegene Ncol-Restriktionschnittstelle 
zerstort. Diese li-Mutante, welche die original Proteinse- 
quenz der li kodiert. wird durch NspV/NcoI-Spaltung urn die 
CLIP-Kernsequenz von Iiio7-Iiii5 (die Nomenklatur ist auf 
den Translationsstarc bei Methionin 1 der nativen li bezo- 
gen) delecierc. In diese li-Kassette werden die Oligonuk- 
leotide ligiert, die fur die Kemsequenz des T-Zellepitops 
[TT(1064-1072) ] aus dem Tetanustoxin kodieren. Das 
Pst I /BamHI- Fragment wird anschlieSend in pQE31 (Fa. Diagen, 
Hilden. Deutschland) , ein bakterieller Expressionsvektor , 
subkloniert, wobei die Plasmid-DNA-Kassette pQE31/Ii-TT er- 
halten wird. 

2. Expression des rekombinanten Polypeptids li-TT 

Die Expression des rekombinanten li-TT-Hybridproteins er- 
folgt im wesent lichen entsprechend den Anleitungen zum QIA- 
express-System (Fa. Diagen, Hilden, Deutschland). Kompe- 
tente E. coli Mi5-Zellen werden mit pQE3i/li-TT transfor- 
miert und 100 ml Bakterienkultur bei ODgoo von 0,5 mit IPTG 
induziert. Nach 3h wird das Zellpellet in 20 ml 6M Guanidi- 
niumhydrochlorid lysierc und der Uberstand nach Ultrazen- 
trifugacion (21.500 UPM, TI45) chromatographisch uber eine 
Ni-NTA-Mstall-Affinitatssaule (Fa. Diagen, Hilden, Deutsch- 
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land) gereinigt. Das pH 4,5-Eluat wird miccels SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) analysierc. Die Coo- 
massie Blau-FSrbung zeigt eine Einzelbande bei 22 KD ohne 
sichtbare bakterielle Koncaminancen . (Die Identitat des li- 
TT-Proteinhybrids wurde durch ELISA mit den li-spezif ischen 
monoklonalen Antikorpern M-B741 (Geschenk von Prof. Dr. 
Rieber, Institut fur Immunologie, Munchen) und SD3253.74 
(Geschenk von Dr. H. Kalbacher, Physiologisch-Chemisches 
Institut, Universitat Tiibingen) bestatigt.) ' 
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Pa teat anspruche 

1. Nukleinsaure, enthalcend raindestens eine fur ein rekom- 
binantes Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz, wobei 
das rekombinante Polypeptid mindesteiis teilweise die Pri- 
marsequenz der invarianten Kette und mindestens eine Pri- 
marsequenz von einero spezifischen T-Zellepitop, das in den 
die CLIP-Sequenz umfassenden Bereich der invariamten Kette 
eingefugt ist, enthalt, und wobei das rekombinante Poly- 
peptid in Antigen-prasentierenden Zellen derart prozes- 
siert wird, daS das spezifische T-Zellepitop erzeugt wird 
und an MHC II-Molekule bindet. 

2. Nukleinsaure, enthaltend mindestens eine fur ein rekotn- 
binantes Polypeptid kodierende Nukleinsauresequenz, wobei 
das rekombinante Polypeptid mindestens teilweise die Pri- 
marsequenz der invarianten Kette und mindestens eine Pri- 
marsequenz von einem spezifischen T-Zellepitop enthalt, 
wobei mindestens eine Aminosaure des die CLIP-Sequenz um- 
fassenden Bereichs der invarianten Kette deletiert ist und 
durch das T-Zellepitop ersetzt ist, und wobei das rekom- 
binante Polypeptid in Antigen-prasentierenden Zellen der- 
art prozessiert wird, dalS das spezifische T-Zellepitop er- 
zeugt wird und an MHC II-Molekule bindet. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 1 oder 2. wobei der die CLIP- 
Sequenz umfassende Bereich die AS-Positionen 97 bis 126 
der invarianten Kette ist. 

4. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das 
T-Zellepitop von einem Selbstprotein, oder einem viralen, 
prokaryotischen oder eukaryotischen Antigen stammt . 

5. Vektor, enthaltend die Nukleinsaure von einem der Anspru- 
che 1 bis 4, zur Expression des rekombinanten Polypepcids 
in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtszellen. 
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6. Wirtszelle, enthaltend die Nukleinsaure von einem der An- 
spruche 1 bis 4 oder den Vektor von Anspruch 5 . 

7. Wirtszelle nach Anspzruch 6, worin das rekombinance Poly- 
peptid exprimiert wird. 

8. Rekombinantes Polypeptide enthaltend mindestens teilweise 
die Primarsequenz der invarianten Kette und mindestens 
eine Primarsequenz von einem spezifischen T-Zellepitop, 
das in den die CLIP-Sequenz umfassenden Bereich der 
invarianten Kette eingefugt ist, wobei das rekombinante 
Polypeptid in Antigen-prasentierenden Zellen derart pro- 
zessiert wird, dafi das spezifische T-Zellepitop erzeugt 
wird und an MHC II-Molekule bindet. 

9. Rekombinantes Polypeptide enthaltend mindestens teilweise 
die Primarsequenz der invarianten Kette und mindestens 
eine Primarsequenz von einem spezifischen T-Zellepitop, 
wobei mindestens eine AminpsSure des die CLIP-Sequenz um- 
fassenden Bereichs der invarianten Kette deletiert ist und 
durch das T-Zellepitop ersetzt ist, und wobei das rekom- 
binante Polypeptid in Antigen-prasentierenden Zellen der- 
art prozessiert wird> daS das spezifische T-Zellepitop er- 
zeugt wird und an MHC II-Molekule bindet. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend die Nuklein- 
saure von einem der Anspruche 1 bis 4 oder das rekom- 
binante Polypeptid von Anspruch 8 oder 9, und gegebenen- 
falls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager. 

11. Diagnoscischer Kit zum Nachweis von Autoimmunkrankheiten, 
enthaltend die Nukleinsaure von einem der Anspruche 1 bis 

• 4 Oder das rekombinante Polypeptid von Anspruch 8 oder 9. 
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Fig. 1: Prozessierung eines rekombinanten li-TT-Hybridproteins 




AnCigenkonzentratiion [pM] 



Fig. 2: SDS-PAGE des NI-NTA gereinigten li-TT-Hybridproceins 
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